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duktionsmittel, Alkohol-Dehydrogenase und Coen- 
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se und Wiederverwendung des wassrigen Reakti- 
onsmediums in Schritt a). 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegepde Erfindung betrifft ein enzymatisches Verfahren zur enantioselektiven Reduktion von organi- 
schen Ketoverbindungen zu den entsprechenden chiralen Hydroxyverbindungen. 

s [0002] Optisch aktive Hydroxyverbindungen sind wertvolle Synthesebausteine zur Herstellung wichtiger Verbindun- 
gen mil pharmakologischer Wirkung und anderen wertvolien Eigenschaften. Diese Verbindungen sind durch klassische 
chemische Verfahren oft nur schwer herstellbar und die erforderlichen optischen Reinheiten fur Anwendungen im phar- 
mazeutischen oderagrochemischen Bereich auf diesem Wege nur schwer zu erreichen. Daher werden zur Herstellung 
chiraler Verbindungen irn zunehmenden Mafte biotechnologische Verfahren angewendet, wobei die stereoselektive 

10 Reaktion von ganzen Mikroorganismen odermit vollstandig oderteilweise gereinigten, isolierten Enzymen durchgefuhrt 
wird. 

[0003] Dehydrogenasen und insbesondere Alkohol-Dehydrogenasen (ADH) sind wertvolle Katalysatoren zur Ge- 
winnung chiraler Produkte durch stereoselektive Reduktion von organischen Ketoverbindungen zu den entsprechen- 
den chiralen Alkoholen. Bekannt sind im Wesentlichen entsprechende Enzyme aus Hefe, Pferdeleber oder Thermoa- 
15 naerobium brockii. Diese Enzyme benotigen als Coenzym NADH (Nikotinamidadenindinukleotid) oder NADPH (Niko- 
tinamidadenindinukleotidphosphat). Weitere bekannte Alkoholdehydrogenasen sind beispielsweise eine (S>spezifi- 
sche Alkohol-Dehydrogenase aus Rhodococcus erythropolis oder eine (R)-spezifische Alkohol-Dehydrogenase aus 
der Gattung Lactobacillus. Beide Enzymtypen haben ein breites Substratspektrum an Ketoverbindungen und weisen 
eine hohe Enantioselektivitat auf. Die Alkohol-Dehydrogenasen aus Lactobacillus kefir (DE 40 14 573 C1) und Lacto- 
ne bacillus brevis (DE. 196 10 984 A1) eignen sich insbesondere zur Gewinnung von chiralen (R)-Alkoholen. 

[0004] Aus dem Stand der Technik sind Verfahren zur stereoselektiven Reduktion organischer Ketoverbindungen 
zu den entsprechenden chiralen Alkoholen durch Alkohol-Dehydrogenasen, bei denen die Ketoverbindung mit Wasser, 
Enzym, Coenzym, sowie einem zur Regeneration des Enzymsystems benotigten Reduktionsmittel in Kontakt gebracht 
werden, bekannt. 

25 [0005] Nachteil solcher enzymkatalysierten Verfahren sind die hohen Enzymkosten, die durch hohen spezifischen 
Enzymverbrauch verursacht werden. Im Stand der Technik wird daher meist mit sehr geringen Enzymmengen gear- 
beitet. Die nach dieser Verfahrensart erzielten Raum-Zeit-Ausbeuten sind durchgangig gering und erfahreri wegen 
hoher Prozesskosten keine wirtschaftliche bzw. groBtechnische Umsetzung. 

[0006] So wird in WO 02/064579 Ai ein Verfahren beschrieben, bei dem fur die ADH-LB-katalysierte Reduktion von 
30 Alkinonen beispielsweise ein Enzymeinsatz von 0.5 Units /mL (U/mL) verwendet wird und damit Raum-Zeit-Leistungen 
von nur etwa 15 mol/m 3 d bei einem Enzymverbrauch von etwa 60 kU pro mol Produkt erzielt werden. Unter der Be- 
zeichnung mol/m 3 d versteht man die bei einem Herstellungsprozess pro Kubikmeter Ansatzyolumen und pro Tag ge- 
wonnene Produktmenge in mol. 

[0007] Ein in DE 1 96 1 0 984 A1 beschriebenes Verfahren zur Reduktion von Ketonen mit ADH-LB erzielt mit einem 
35 Enzymeinsatz von 4.5 U/mL eine Raum-Zeit-Leistung von 4.75 mol/m 3 d bei einem Enzymverbrauch von etwa 950 kU 
pro mol Produkt. 

[0008] Wegen der oft unzureichenden Loslichkeit der organischen Substrate im wassrigen Milieu werden auch Zwei- 
phasen-Systeme eingesetzt die neben Wasser eine weitere organische Phase enthalten. Die Gegenwart einer orga- 
nischen Phase wirkt sich aber in unterschiedlichem Umfang destabilisierend auf die Enzymaktivitat aus (M. V. Filho, 
40 T. Stillger, M. Muller, A. Liese, C. Wandrey, Angew. Chem. 2003, 115, 3101-3104). 

[0009] Verfahren mit zweiphasigen Systemen weisen teilweise verbesserte Raum-Zeit-Leistungen auf. Der Enzym- 
verbrauch ist in der Regel aber ebenfalls hoch. Verfahren dieser Art sind daher ebenso wirtschaftlich und groBtechnisch 
nur begrenzt einsetzbar. 

[0010] Aus WO 02/086126 A2 ist ein Verfahren fur die ADH-LBkatalysierte Reduktion eines (i-Ketoesters im zwei- 
45 phasigen System bekannt, fur das bei Raum-Zeit-Leistungen von 200 bis 350 Mol/m 3 d zwischen 22.5 und 27.4kU 
Enzym pro Mol Produkt verbraucht werden. 

[001 1] Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren zur enzymkatalysierten Herstellung von chiralen Alkoholen 
mit hoher Raum-Zeit-Leistung bei zugleich niedrigem Enzymverbrauch bereitzustellen. 

[0012] Diese Aufgabe wird gelost in einem Verfahren zur enzymkatalysierten Reduktion von Ketoverbindungen unter 
50 , Verwendung eines Reaktionsmediums, enthaltend Alkohol-Dehydrogenase, Wasser, Coenzym, Reduktionsmittel, aus 
dem nach der Reduktion der Ketoverbindung in einem ersten Schritt mit einem organischen Ldsemittel die Reaktions- 
produkte in einem zweiten Schritt extrahiert. werden. Nach der Extraktion wird die organische Phase enthaltend die 
Reaktionsprodukte abgetrennt und das wassrige Reaktionsmedium erneut verwendet und das Verfahren wiederholt. 
[001 3] Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung chiraler sekundare Alkohole enthaltend die Schrit- 
55. te 

a) Reduktion einer Ketoverbindung in einem wassrigen Reaktionsmedium, enthaltend Wasser, Reduktionsmittel, 
Alkohol-Dehydrogenase und Coenzym, 
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b) Extraktion des gebildeten sekundaren Alkohols mittels einer weitere Phase, enthaltend ein nicht mit Wasser 
mischbares organisches Losemittel, 

c) Abtrennung der zur Extraktion verwendeten Phase und Wiederverwendung des wassrigen Reaktionsmediums 
5 inSchritta). 

[0014] Das erfindungsgemaBe Verfahren zeichnel sich durch hohe Raum-Zeit-Leistungen bei zugleich niedrigem. 
Enzymverbrauch, Enantiomerenreinheiten von bis zu 99.9% bezuglich der hergestellten chiralen Hydroxyverbindun- 
gen und chemische Ausbeuten von bis zu >99% bezogen auf die eingesetzte Menge an Ketoverbindung aus. Die 

io standige Gegenwart einer potentiell enzymdesaktivierenden organischen Losemittelphase, wie dies in den bekannten 
2- P.hasen- Verfahren der Fall ist, wird vermieden. Ferner ist das erfindungsgemaBe Verfahren sehr einfach apparativ 
• und somit gro3technisch umsetzbar. 
[0015] Die eigentliche Reduktion gemaB Schritt a) wird dabei in einem wassrigen System durchgefuhrt, ohne dass 
eine weitere Phase, die lediglich der Extraktion dient und ein nicht mit Wasser mischbares organisches Losemittel 

15 enthalt, gleichzeitig anwesend ist und/oder zugesetzt wird. Auf den gezielten Zusatz einer standig im System anwe- 
senden organischen Extraktionsphase wird demnach in dem erfindungsgemaBen Verfahren verzichtet. 
[0016] Gleichwohl ist nicht ausgeschlossen, dass sich am Anfang oder im Verlauf der Reduktion eine von der wass- 
rigen Phase (Reaktionsmedium) getrennte weitere Phase ausbildet, die gegebenenfalls aus einer wenn auch nur an- 
fanglich bestehenden Nichtmischbarkeit des zu reduzierenden Substrats (Ketoverbindung) mit dem wassrigen Reak- 

20 tionsmedium resultiert. 

[0017] Als Edukte konnen allgemein Ketone verwendet werden, bevorzugt solche mit 3 bis 40 C-Atomen. 

[0018] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden prochirale Ketone der 

allgemeinen Formel (I) 

R 1 -C(0)-R 2 (l) (I) 

eingesetzt, wobei 

R 1 und R? unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der Gruppe enthaltend C r C 20 -Alkyl, Q3-C 20 -Cycloalkyl, 
30 C 5 -C 2 o-Aryl, C 1 -C 20 -Heteroaryl, C 2 -C 20 -Aikenyl, G 5 -C 20 -Aralkyl, C 5 -C 20 -Alkylaryl oder R 1 und R 2 zusammen einen 
Ring bilden konnen 

und R 1 und R 2 gegebenenfalls unabhangig voneinander mit einem oder mehreren Resten Z substituiert seiri konnen, 
wobei 

Z ausgewahlt wird aus derGruppe enthaltend Fluor, Chlor, Brom, lod, -CN, -N0 2 , -NO, -NR 3 OR 3 , -CHO, -S0 3 H, -COOH 
35 oder -R 3 und 

R 3 fur Wasserstoff steht oder die Bedeutung von R 1 haben kann und 

in R 1 und R 2 gegebenenfalls unabhangig voneinander eine oder mehrere Methylengruppen durch gleiche oder ver- 
schiedene Gruppen Y ersetzt sein konnen, wobei 

Y ausgewahlt wird aus der Gruppe enthaltend -CR 3 =CR 3 -, -C=C-, -C (O) -C(0)0-, -OC (O) -, -C (6) OC (O) -, -0-, 
40 -O-O- , -CR 3 =N- : -C(0)-NR 3 -, -N=N-, -NR 3 -NR 3 -, -NR 3 -0-, -NR 3 - : -P(0)(OR 3 ) O-, -OP(0)(R 3 )0-, -P(R 3 )-, -P(Q)(R 3 )-, 
-S-, -S-S-, -S(O)-, -S (0) 2 -, -S(0)NR 3 -, -S (O) (OR 3 ) O-, -Si(R 3 ) 2 -, -Si(R 3 ) 2 0-, -Si (R 3 ) (OR 3 ) -, -OSi(R 3 ) 2 0-, -OSi (R 3 ) 2 - 
oder -Si (R 3 ) 2 OSi (R 3 ) 2 -. 

[0019] Bevorzugte C 5 -C 20 -Aryl oder C^C^-Heteroaryl-Reste fur R 1 und R 2 werden insbesondere ausgewahlt aus 
derGruppe enthaltend Phenyl, Naphthyl, Indolyl, Benzofuranyl, Thiophenyl, Pyrrolyl, Pyridinyl, Imidazolyl, Oxazolyl, 

45 Isoxazolyl, Furanyl oder Thiazolyl. 

[0020] Die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) konnen im Allgemeinen auch als Salze eingesetzt werden. 
[0021 ] Besonders bevorzugte Verbindungen der allgemeinen Formel (I) werden ausgewahlt aus der Klasse der p-Ke- 
toester, a-Ketoester, y-Ketoester, p-Diketone, y-Diketone, 6-Diketone, p-Halogenketone, a-Halogen ketone, aa-Dihalo- 
genketone, a-Alkoxyketone, a-Acyloxyketone, p-Alkoxyketone, a-Alkinylketone, Alkenylketone, a-Diketone, aa-Dialk- 

50 oxyketone, Arylketone, Hetarylketone. 

[0022] Insbesondere eignen sich als Verbindungen derallgemeinen Formel (I) 3- Oxo-butansau rem ethyl ester, 3-Oxo- 
butansaureethylester, 4-Chlor-3-oxo-butansauremethylester, 4-Chtor-3-oxo-butansaureethylester, 3-Oxo-pentansau- 
remethylester, 3-Oxo-pentansaureethylester, 1-Chlor-propan-2-on, 1 ,1-Dichlor-propan-2-on f 3-Oxo-butan-2-on, 
2,6-Dimethyl-hexan-3,5-diori, 2,7-Dimethyl-hexan-3,6-dion, 2,4-Hexandion, 2,4-Pentandion, 3-Oxo-butansauretertbu- 

55 tylester, 2,5-Hexandion, 4-Trimethylsilyl-3-butin-2-on, 4-Triisopropylsilyl-3-butin-2-on, 1-Chlor-4-trimethylsilyl-3-butin- 
2-on, 1-Chlor-4-triisopropylsilyl-3-butin-2Ton oder 1-Chlor-butin-2-on, 1-Chlorbutan-3-on, Butanon, Pentan-2-on, He- 
xan-2-on, Heptan-2-on, Qctan-2-on, 3-Penten-2-on, 1-Acetoxypropan-2-on, Cyclopent-2-en-1-on, 3-Oxotetradecan- 
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sauremethylester, 3-Oxododecansauremethylester, 2-Oxo-propionsaureethylester, 1 ,4-Dichlorbutanon, Acetophenon, 
3-Methylbutanon, 1 -Benzyloxy-propan-2-on Oder 2-Methylcyclopentanon. 

[0023] Die Verbindungen der allgemeinen Formel (I) werden im erfindungsgemaBen Verfahren in einer Menge von 
1% bis 50% bezogen auf das Gesamtvolumen eines jeden Reaktionsansatzes eingesetzt, bevorzugt von 3% bis 25%, 

5 insbesondere von 5% bis 15%. 

[0024] Die Reaktionsmischung sollle genereli einen pH-Werl von 5 bis 10 haben, bevorzugt von 6 bis 9, 
[0025] Die wassrige Phase (Reaktionsmedium) enthalt bevorzugt einen Puffer, insbesondere einen Kaliumphosphat/ 
Kaliumhydrogenphosphat-, Tris(hydroxymethyl)aminomethan/ HCI- oder Triethanolamin/ HCI-Puffer mit einem 
pH-Wert von 5 bis 10, vorzugsweise einem pH-Wert von 6 bis 9. Die Pufferkonzentration sollte von 5 mM bis 150 mM 

10 betragen. 

[0026] Zusatzlich kann die wassrige Phase auch Magnesiumionen enthalten, beispielsweise in Form von zugesetz- 
tem MgCI 2 in einer Konzentration von 0.2 mM bis 10 mM, bevorzugt 0.5 mM bis 2 mM bezogen auf die eingesetzte 
Wassermenge. Daneben kann die wassrige Phase weitere Salze wie beispielsweise NaCI, sowie weitere Zusatze wie 
beispielsweise Dimethylsulfoxid, Glycerin, Glycol, Ethylenglycol, Sorbitol, Mannitol oder Zucker enthalten. 
15 [0027] Als Coenzym konnen beispielsweise NADP, NADPH, NAD, NADH oder deren Salze eingesetzt werden. Die 
Konzentration an Coenzym in der wassrigen Phase betragt bevorzugt von 0.01 mM bis 0.25 mM, besonders bevorzugt 
von 0.02 mM bis 0.1 mM. 

[0028] , Als Reduktionsmittel wird der wassrigen Phase im Allgemeinen ein sekundarer Alkohol, bevorzugt Isopro- 
panol zugefugt. Die bet jedem Ansatz zugesetzte Alkoholmenge betragt 1 % bis 60% bezogen auf das Gesamtvolumen 
.20 des Ansatzes, bevorzugt 1% bis 50%, insbesondere 1 bis 30%, besonders bevorzugt 4% bis 15%. 

[0029] Als Reduktionsmittel kann auch Ameisensaure oder die Salze der Ameisensaure, insbesondere Natriumfor- . 
miat zugesetzt werden, was gegebenenfalls die Zugabe zusatzlicher Stoffe wie beispielsweise Formiatdehydrogenase 
(FDH) erforderlich machen kann. 

[0030] Geeignete Alkohol-Dehydrogenasen stammen beispielsweise aus Hefe, Pferdeleber oder Rhodococcus ery- 
25 thropolis, wobei diese Enzyme als Coenzym NADH benotigen, oder aus Thermoanaerobium spec, Lactobacillus kefir 
oder Lactobacillus brevis, wobei diese Enzyme als Coenzym NADPH benotigen. 

[0031] Die Alkohol-Dehydrogenase kann im erfindungsgemaBen Verfahren entweder vollstandig gereinigt oder teil- 
weise gereinigt eingesetzt werden oder in Zellen enthaltend verwendet werden. Die eingesetzten Zellen konnen dabei 
nativ, permeabilisiert oder lysiert vorliegen. 

30 [0032] Die Volumenaktivitat. der eingesetzten Alkohol-Dehydrogenase betragt von 1 00 Units/ml (U/ml) bis 5 000 U/ 
ml, bevorzugt etwa 1 000 U/ml, In der wassrigen Phase, die nach Produktextraktion wieder eingesetzt wird, stehen 
zur Umsetzung von je 1 kg Verbindung der allgemeinen Formel (I) bevorzugt 50 000 bis 700 000 U Alkohol-Dehydro- 
genase (ADH) zur Verfugung. Besonders bevorzugt wird die ADH in der wassrigen Phase mit mehr als 15 U/ml ein- 
gesetzt. f. ■ 

35 [0033] Die Temperatur des Reaktionsgemisches betrdgt bevorzugt von 0°C bis 60°C, besonders bevorzugt von 20°C 
bis40°C. 

[0034] Im Laufe der Reaktion kann weiteres Reduktionsmittel oder Edukt insbesondere in Form von Ketonen der 
allgemeinen Formel (I) zugegeben werden. 

[0035] Die Reaktion wird bevorzugt bei einem Druck von 10 mbar bis 5 bar, besonders bevorzugt bei einem Druck 

40 von 30 mbar bis 1 bar durchgefuhrt. 

[0036] Je nach Art und Menge der eingesetzten Alkohol-Dehydrogenase und der eingesetzten Verbindung der all- 
gemeinen Formel (I) betragt die Reaktionszeit zwischen 30min und 50h, bevorzugt 1 h bis 20h. 
[0037] Die Extraktion milder nicht mit Wasser mischbaren, ein organisches Losemittel enthaltenden Extraktions- 
phase kann dabei diskontinuierlich (batchweise) oder kontinuierlich erfolgen. In den moglichen Ausfuhrungsformen 

45 fur den Extraktionsschritt kann die Extraktion das gesamte (diskontinuierlich) oder einen Teil des wassrigen Reakti- 
onsmediums - insbesondere bei der kontinuierlichen Extraktion - umfassen. 

[0038] Die wassrige Phase (Reaktionsmedium), enthaltend das gewunschte Reaktiorisprodukt, wird mit einer zwei- 
ten Phase, enthaltend ein nicht mit Wasser mischbares organisches Losemittel in einer dem Fachmann bekannten 
Weise diskontinuierlich oder bevorzugt kontinuierlich extrahiert. Fur das erfindungsgemaBe Verfahren ist auch eine 

50 unvollstandige Extraktion der Produkte aus der w&ssrigen Reaktionsmischung ausreichend. 

[0039] Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren ist bei diskontinuierlicher (batchweiser) Extraktion gegenuber den 
aus dem Stand der Technik bekannten 2-Phasen-Verfahren eine weitere, durch Zusatz eines organ ischen Losemittels 
erhaltene, mit dem wassrigen Reaktionsmedium nicht mischbare Phase erst in einem zweiten Schritt nach erfolgter 
Reduktion zum Zwecke der Extraktion der gewiinschten Reaktionsprodukte zugegen. 

55 [0040] Bei der kontinuierlichen Extraktion wird nach dem erfindungsgemaBen Verfahren das wassrige Reaktions- 
medium eines oder mehrerer ReaktionsgefaBe in einer separaten, angeschlossenen Extraktionsanlage mit der orga- 
nischen Extraktionsphase kontaktiert. Vorzugsweise wird lediglich ein Teil des Reaktionsmediums extrahiert. In einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird das Reaktionsmedium in einem separaten Anlagenteil mit der Extrak- 
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tionsphase portionsweise und im gleichmaBigen Strom kontaktiert und wieder getrennt (Entmischung). 
[0041] In einer moglichen Ausfuhrurigsform der kontinuieriichen Extraktion im gleichmaBigen Strom wird eine Ex-, 
traktionskolonne verwendet, in der die wassrige Phase und die Extraktionsphase im Gegenstrom in einer vertikalen 
Saute, vorzugsweise einer Glassaule kontaktiert werden, die Siebboden enthalt, welche zur Verwirbelung und/ oder 
5 Durchmischung der Phasen fuhren. 

[0042] Die kontinuierliche Extraktion ist insbesondere dann zu bevorzugen, falls das erfindungsgemaBe Verfahren 
uber einen langen Zeitraum kontinuierlich betrieben werden soil. 

[0043] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird in mehreren ReaktionsgefaBen parallel die Reduktion. 

in der wassrigen Phase gemaB dem Schritt a) durchgefiihrt und anschlieBend aus einem oder mehreren GefaBen 
10 ganz oder teilweise das wassrige Reaktionsmedium entnommen und auf die oben beschriebene Art und Weise separat 

extrahiert. Die extrahierte wassrige Phase kann anschlieBend sofort weiter umgesetzt werden, wahrend noch nicht 

extrahierte Anteile kontinuierlich der Extraktion und anschlieBend einem anderen GefaB zugefuhrt werden. Auf diese 

Weise konnen mehrere Reaktionsansatze zeitversetzt und in mehreren ReaktionsgefaBen parallel realisiert werden. 

Auf diese Weise werden auch gleichzeitig ungenutzte Standzeiten des wassrigen enzymhaltigen Reaktionsmediums 
15 vermieden. Folglich ist lediglich derjenige.Teil des wassrigen Reaktionsmediums, der gerade Schritt b) (Extraktion) 

durchlauft, vorubergehend nicht produktiv. 

[0044] Bevorzugt wird bei der Extraktion unabhangig davon, ob diese diskontinuierlich oder kontinuierlich ausgefuhrt 
wird, eine moglichst kurze Kontaktzeit zwischen wassriger Phase (Reaktionsmedium) und organischer Extraktions- 
phase angestrebt. Besonders bevorzugt sind Kontaktzeiten zwischen 1min und 60min, insbesondere von 1min bis 
20 lOmin. 

[0045] Als organische Losemittel sind alle mit Wasser nicht mischbaren Losemittel geeignet; die den gebildeten 
sekundaren Alkohol aus der wassrigen Phase isolieren konnen. 

[0046] Bevorzugt werden organische Losemittel ausgewahlt aus der Gruppe der Ester und/oder Ether und/oder 
Alkane verwendet. 

25 [0047] Besonders bevorzugt werden Ethylacetat, Methylacetat, Propylacetat, Isopropylacetat, Butylacetat, Tertbu- 
tylacetat, Diethylether, Diisopropylether, Dibutylether, Tertbutylmethylether (MTBE), n-Pentan, n-Hexan und n-Heptan 
oder deren Mischungen verwendet. 
Ganz besonders bevorzugt wird MTBE verwendet. 

[0048] Nach der Abtrennung der organischen Extraktionsphase wird diese vorzugsweise destillativ aufgearbeitet, 
30 wobei eine Anreicherung des Reaktionsproduktes erreicht und die teilweise bis vollstandige Abtrennung von Neben- 
produkten vom Extraktionslosemittel bewirkt wird und dieses erneut zur Extraktion eingesetzt werden kann. 
[0049] Das destillativ aufbereitete organische Losemittel kann fur den wiederholten bzw. kontinuieriichen Extrakti- 
onseirisatz verwendet werden. 

[0050] Die nach der Extraktion verbleibende wassrige Phase wird im erfindungsgemaBen Verfahren erneut mit Edukt 
35 . der allgemeinen Formel (I) (Ketoverbindung) und Reduktionsmittel versetzt und inkubiert. Dabei konnen vor der Inku- 
bation erforderiichenfalls zusatzlich Enzym und Coenzym zugesetzt werden. 

[0051] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens wird die Reduktion 
bei vermindertem Druck, im allgemeinen bei einem Druck von 1 mbar bis etwa 1 bar, bevorzugt 1 mbar bis 100 mbar, 
besonders bevorzugt von 30 mbar bis 70 mbar durchgefiihrt und die dabei leicht fluchtigen Bestandteile kontinuierlich 

40 aus dem Reaktionssystem entfernt. 

[0052] Insbesondere eignet sich diese Vorgehensweise beim Einsatz von Isopropanol als Reduktionsmittel und der 
kontinuieriichen Entfernung der leicht fluchtigen Bestandteile umfassend Aceton aus der Reaktionsmischung. 
[0053] Auf diese Weise wird uberraschenderweise eine besonders gute Extraktionsleistung und Wiederverwendbar- 
keit der Extraktionsphase erreicht. 

45 [0054] Durch Aufreinigung der organischen Extraktionslosung enthaltend das Rohprodukt, beispielsweise mittels 
Feindestillation, erhalt man das gewunschte Endprodukt. 

Die so erhaltenen Produkte zeichnen sich typischerweise durch Ausbeuten >95 % und ee >99 % aus. 
[0055] Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht den Wiedereinsatz eines wassrigen, enzymhaltigen Reaktions- 
mediums zur Umsetzung von Ketonen zu chiralen Alkoholen. Die sich ergebenden hohen Raum-Zeit-Leistungen und 
50 der durch wiederholten Einsatz der Enzymlosung geringe Enzymverbrauch pro Mol Produkt ermoglichen die kosten- 
giinstige Umsetzung von Ketonen zu chiralen Alkoholen unter Verwendung von Enzymen. 

[0056] Zudem erlaubt der Wiedereinsatz auf eine aufwandige vollstandige Produktextraktion zu verzichten und statt- 
dessen eineweniger aufwendige nur teilweise Extraktion durchzufuhren. Ferner kann damit diezu entsorgende wass- 
rige Phase drastisch verringert werden. 
55 . [0057] In der besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird zudem eine besonders effiziente Produktextraktion mit 
geringem Verbrauch an Extraktionslosemittel gewahrleistei. 

[0058] Die aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren - unabhangig davon ob einphasige oder zweiphasige 
Prozesse - zur enzymkatalysierten Herstellung chiraler Alkohole ausgehend von prochiralen Ketonen geben dem Fach- 
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mann keinerlei Hinweis darauf, dass die prozessuale Trennung von Reduktion und Extraktion : kombiniert mit einer 
Ruckfuhrung der wassrigen Phase zu signifikanten Vorteilen der geschilderten Art fiihren. 
. [0059] Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele.erlautert: 

5 Beispiel 1a: 

Umsetzuhg von Acetessigester in wassriger Phase 

Durchfuhrung 

10 

[0060] 400 mL einer Losung von Wasser, Phosphatpuffer (50 mM), Isopropanol (1 .0 M), 25 U / mL ADH-LB (Roh- 
extrakt), NADP-Dinatriumsalz (0.041 5 mM) und Acetessigester (0.5 M) von pH 6,5 wurde in einem 500 mL Rundkolben 
mit Magnetruhrer und Ruckflusskuhier gefullt und bei 30°C kraftig geruhrt. Nach 19 Stunden wurde die Losung mit 4 
x 400mL Methyl-tertbutylether (MTBE) extrahiert und das Produkt durch eindampfen der organischen Phasen isoliert. 
15 Mittels GC- und NMR-Spektroskopie wurde die Ausbeute an (7?;-3-Hydroxy-butansaureethylester in der Auswage be- 
stimmt. 

Ergebnis 

20 [0061] 

• Produkt-Ausbeute: 190 mmol (95%) 

• Raum-Zeit-Leistung: 25 Mol/m 3 h 

25 Beispiel 1b: 

Wiedereinsatz der extrahierten wassrigen Phase 
Durchfuhrung 

30 

[0062] Die nach Extraktion mit MTBE zuriickbleibende Wasserphase aus Beispiel 1a. wurde mit Isopropanol (400 
mmol) und Acetessigester (200 mmol) versetzt und nach Einstellen aut pH 6 : 5 in einen 500 mL Rundkolben mit Ma- 
gnetruhrer und Ruckflusskuhier gefulrt und bei 30°C kraftig geruhrt. 

Nach 1 9 Stunden wurde die Losung mit 4 x 400mL MTBE extrahiert und das Produkt durch eindampfen der organischen 
35 Phasen isoliert. Mittels GC- und NMR-Spektroskopie wurde die Ausbeute an fflJ-3-Hydroxy-butansaureethyiesler in 
der Auswage bestimmt. 

Ergebnis 

40 [0063] 

• Produkt-Ausbeute: 190 mmol (95%) 

• Raum-Zeit-Leistung: 25 Mol/m 3 h 

45 Vergleichsbeispiel 2a: 

Umsetzung von Acetessigester im zweiphasigen Gemisch 
Durchfuhrung 

50 

[0064] 200 mL einer Losung von Wasser, Phosphatpuffer (50 mM), Isopropanol (1 .0 M), 25 U / mL ADH-LB (Roh- 
extrakt), NADP-Dinatriumsalz (0.0415 mM) und Acetessigester (6.5 M) von pH 6.5 wurde mit 200 mL MTBE versetzt 
und in einen 500 mL Rundkolben mit Magnetruhrer und Ruckflusskuhier gefullt und bei 30°C kraftig geruhrt. 
Nach 19 Stunden wurde die organische Phase abgetrennt, die wassrige Losung mit 3 x 200mL MTBE extrahiert und 
55 das Produkt durch eindampfen der organischen Phasen isoliert. Mittels GC- und NMR-Spektroskopie wurde die Aus- 
beute an (flj-3-Hydroxybutansaureethylester in der Auswage bestimmt. 



6 



EP 1 568 780 A1 



Ergebnis 
[0065] 

• Produkt-Ausbeute: 83 mmol (83%) 

• Raum-Zeit-Leistung: 10 : 9 Mol/m 3 h 

Vergleichsbeispiel 2b: 

Wiedereinsatz der extrahierten wassrigen Phase 
Durchfuhrung 

[0066] Die nach Extraktion mit MTBE zuruckbleibende Wasserphase aus Beispiel 2a wurde mit Isopropanol (200 
mmol) und Acetessigester (100 mmol) versetzt und nach Einstellen auf pH 6,5 mit 200 mL MTBE versetzt und in einen 
500 mL Rundkolben mit Magnetruhrer und Ruckflusskuhter gefullt und bei 30°C kraftig geruhrt. 
Nach 19 Stunden wurde die organische Phase abgetrennt, die wassrige Losung mit 3 x 200m L MTBE extrahiert und 
das Produkt durch eindampfen der organischen Phasen isoliert. Mittels GC-und NMR-Spektroskopie wurde die Aus- 
beute an (7?>3-Hydroxybutansaureethylester in der Auswage bestimmt. 

Ergebnis 

[0067] 

• Produkt-Ausbeute: 85 mmol (85%) 

• Raum-Zeit-Leistung: 1 1 ,2 Mol/m 3 h 



Tabelle 1: 





Beispiehal-phasig 

/ Erstansatz 


Beispiel 1b 

1 -phasig / 
Wiedereinsatz 


Vergleichs- 
beispiel 2a 

2-phasig / 
Erstansatz 


Vergleichs- 
beispiel 2b 

2-phasig / 
Wiedereinsatz 


Ausbeute 


95% 


95% 


83% 


85% 


Raurn- Zeit- 
Leistung 


25Mol/m 3 h 


25 Mol/m 3 h 


10,9Mo!/m 3 h 


11,2Mol/m 3 h 



[0068] Das Einphasensystem zeigt sowohl beim Erstansatz als auch beim Wiedereinsatz der extrahierten Wasser- 
phase einen besseren Substratumsatz und eine deutlich hohere Raum-Zeit-Leistung als das durch Zusatz von MTBE 
erhaltene Zweiphasensystem. 



Beispiel 3: 

Enzymkatalysierte Herstellung von (R)-3-Hydroxybutansaureethylesterim 100L MaBstab unter Wiedereinsatz der en- 
zymhaltigen wassrigen Phase 

[0069] Fur die enzymkatalysierte Synthese von ff?;-3-Hydroxybutansaureethylester wurde rekombinante Alkoholde- 
hydrogenase aus Lactobacillus brevis (=ADH-LB) als Rohextrakt mit einer durchschnittlichen Volumenaktivitat von 
1 .08 kU/mL und als Coenzym p-NADP-Dinatriumsalz (97% chem. Reinheit) eingesetzt. 



3A. Erstansatz 



[0070] 
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Tabelle 2: 



10 



15 



20 



Substanz 


Menge bzw. Volumen 


Wasser 


84 L 


NaCI 


0,84 kg 


KOH* 


ca. 0,39 kg 


Phosphorsaure (85%ig) 


0,29 L 


MgCI 2 x 6H 2 0 


17,1 g 


iso-Propanol 


. 7,65 L 


Ethylacetoacetat 


6,51 kg 


NADP Dinatriumsalz 


3,27 g 


ADH-LB (1.08kU/mL) 


2,3 L 



"zur Einstellung von pH6.5, daher keine exakte Mengenangabe 



[0071] Das Gesamtvolumen der wassrigen Mischung betrug ca. 100L. 

[0072] In einem emaillierten Kessel mit Ruhrwerk wurde der pH-Wert der Losung von Magnesiumchlorid, Natrium- 
25 chlorid, Phosphorsaure und Wasser durch Zugabe von KOH auf den Wert 6.5 eingestellt und.anschlieBend das 
NADP-Salz und der Enzymrohextraktzugegeben. Nach Erwarmen der Mischung auf 30°C wurde das Ethylacetoacetat 
und Isopropanol zugegeben. 

[0073] Die Mischung wurde ca. 1 7h lang geriihrt bis der Umsatz laut GC- bzw. NMR-Analyse >97% war, wobei die 
Temperatur der Mischung zwischen 20 und 30 °C gehalten wurde und der pH-Wert standig kontrolliert wurde. 
[0074] Die wassrige Phase wurde mit 400L Tertbutylmethylether (MTBE) im Gegenstrom kontinuieriich extrahiert 
(Flussrate Extraktionsphase (organische Phase) / Flussrate Reaktionsmedium (wassrige Phase) ca. 4/1) und die 
extrahierte wassrige Phase wurde zum Wiedereinsatz in den Reaktionskessel ruckgefuhrt. Die organische Phase wur- 
de dabei kontinuieriich redestilliert, sodass isolierter (H>3-Hydroxy-butansaureethylester vollstandig im Destillations- 
sumpf verblieb. 

35 Die Phasentrennung bei der Extraktion erfolgte augenblicklich und vollstandig. 



30 



3B. Erster Wiedereinsatz der wassrigen Phase 



40 



45 



[0075] Die extrahierte wassrige Losung wurde mit 7,65L Isopropanol und 6,51 kg Ethylacetat versetzt. Die Mischung 
wurde mit ADH-LB-Rohextrakt aufgestockt. in diesem Beispiel wurde durchwegs mit 10% der Startmenge, also mit 
jeweils etwa 25kU ADH-LB aufgestockt. Ebenso wurde zum Wiedereinsatz in diesem Beispiel durchwegs je 1 0% der 
Startmenge, also 0,327g NADP-Dinatriumsalz zugegeben. Der pH wurde bei Bedarf durch Zugabe von KOH auf den 
Wert 6.5 eingestellt. 

[0076] Die Durchfuhrung der Reaktion erfolgte analog zu Beispiel 3A. 

[0077] Die wassrige Losung wurde analog Beispiel 3A mit redestilliertem MTBE aus Beispiel 3A extrahiert. 



3C. Zweiter Wiedereinsatz der wassrigen Phase 



50 



[0078] Die extrahierte wassrige Losung aus Beispiel 3B wurde analog zu Beispiel 3B aufgestockt und analog zu 
Beispiel 3A umgesetzt. 

[0079] Da die Phasentrenngeschwindigkeit erfahrungsgemaft nach wiederholtem Einsatz des redestillierten MTBE 
nachlasst, wurde diese Extraktionsphase nach destillativer Aufarbeitung und Abtrennung des Produktes verworfen 
und durch 400Lfrisches MTBE ersetzt. 



55 



3D. Dritterbis funfter Wiedereinsatz der wassrigen Phase 



[0080] Die Durchfuhrung der Reaktibnen erfolgte analog zu den Beispielen 3B und 3C. 
[0081] Die Durchfuhrung der Extraktionen erfolgte analog zu den Beispielen 3A bis 3C. 
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[0082] Bei nachlassender Phasentrenngeschwindigkeit wurde die redestillierte organische Extraktionsphase jeweils 
analog durch frisches MTBE ersetzt. 



Tabelle 3 



(Zusarnmenfassung der Ergebnisse aus den Beispielen 3A bis 3D): 


Beispiel 3 


Zeit (h) 


Umsatz (%) 


ee 


Erstansatz (3 A) 


17 


99 


>99 % 


1. Wiedereinsatz (3B) 


17 


98 


>99 % 


2. Wiedereinsatz (3C) 


16 


97 


>99 % 


3. Wiedereinsatz (3D/1) 


17 


98 


>99 % 


4. Wiedereinsatz (3D/2) 


17 


98 


>99 % 


5. Wiedereinsatz (3D/3) 


17 


98 


>99 % 



3E. Destination des Rohprodukts 

[0083] Nach vollstandiger Abtrennung von MTBE und weitgehender Entfernung des Isopropanols konnten durch 
fraktionierte Destination 38 kg (96%) (7?>3-Hydroxy-butansaureethylester mil einer chemischen Reinheit von >99% 
und einer optischen Reinheit von >99% ee erhalten werden. 



Tabelle 4: 



Beispiel 3 


Substrateinsatz: 




39,06 kg (300 Mol) 


Ausbeute: 


96% 


38.02kg (288 Mol) 


Raum-Zeit-Leistung: 


28.5 Mol/m 3 h 


684Mol/m 3 d . 


Enzymverbrauch: 


1 ,25 MU 


4,3 kU/mpl-Produkt 


Coenzymverbrauch: . 


6,23 mmol 


17 mg/mol-Produkt 



Beispiel 4: 

Enzymkatatysierte Herstetluhg von (R)-3-Hydroxybutansa'ureethylesterunter Wiedereinsatz der enzymhaltigen wass- 
rigen Phase bei vermindertem Druck 

4A. Ersteinsatz 

[0084] Es wurden die gleichen Reagenzien in gleicher Menge bzw. 

Volumen eingesetzt wie in Beispiel 3A (siehe Tabelle 2). 

[0085] Die Reaktionsmischung wurde. analog zu Beispiel 3A hergestellt. 

[0086] Nach VerschlieBen des Reaktionskessels wurde im Innenraum uber der Reaktionsmischung durch Abpumpen 
ein Druck von ca. 60 mbareingestellt. Die Mischung wurde ca. 17hlang geruhrtbis der Umsatz lautGC- bzw. NMR-Ana- 
lyse >97% war, wobei die Temperatur der Mischung zwischen 20 und 30 °C gehalten wurde und der pH-Wert standig 
kontrolliert wurde. 

[0087] Die wassrige Losung wurde mit 400L Tertbutylmethylether (MTBE) im Gegenstrom kontinuierlich extrahiert " 
(Flussrate Extraktionsphase (organische Phase) / Flussrate Reaktionsmedium (wassrige Phase) ca. 4/1). 
Die organische Phase wurde dabei kontinuierlich redestilliert, sodass isolierter (RJ-3-Hydroxy-butansaureethylester 
vollstandig im Destillationssumpf verblieb. Die extrahierte Wasserphase wurde zum Wiedereinsatz in den Reaktions- 
kessel ruckgefuhrt. 

Die Phasentrennung bei der Extraktion erfolgte augenblicklich und vollstandig. 
4B. Wiedereinsatz der wassrigen Phase 

[0088] Die extrahierte wassrige Losung wurde mit 7,65L Isopropanol und 6,51 kg Ethylacetat versetzt. Die Mischung 
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wurde mit ADH-LB-Rohextrakt aufgestockt In diesem Beispiel wurde durchwegs mit 10% der Startmenge, also mit 
jeweils etwa 25kU ADH-LB aufgestockt. Ebenso wurde zum Wiedereinsatz in diesem Beispiel durchwegs je 1 0% der 
Startmenge, also 0,327g NADP-Dinatriumsalz zugegeben. Der pH wurde bei Bedarf durch Zugabe von KOH auf den 
Wert 6.5 eingestellt. 

[0089] Die Durchfuhrung der Reaktion erfolgte analog zu Beispiel 4A. 
Die Aufarbeitung erfolgte analog zu Beispiel 4A. 

Der Wiedereinsatz der wassrigen Phase wurde analog insgesamt 5 mal ausgefiihrt (Beispiele 4B/a - 4B/e). 
[0090] Bei der Durchfuhrung des erfindungsgemaQen Verfahrens unter vermindertem Druck wird der Acetongehalt 
des MTBE unter der kritischen Grenze gehalten, und die Phasentrennung bei den Extraktionen erfolgte jeweils au- 
genblicklich und vollstandig. 

Die Extraktionsphase kann auf diese Weise beliebig oft wiederverwendet werden. 

Tabelle 5 



(Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Beispielen 4A und 4B/a bis 4B'e): 


Beispiel 4 


Zeit (h) 


Umsatz (%) 


e< = 


Erstansatz (4A) 


17. 


99 


>99 ' 


1. Wiedereinsatz (4B/a) 


17 


98 


>99 % 


2. Wiedereinsatz (4B/b) 


16 


97 


>99% 


3. Wiedereinsatz (4B/c) 


17 


98 


>99 % 


4. Wiedereinsatz (4B/d) 


17 


98 


>99% 


5. Wiedereinsatz (4B/e) 


17 


99 ' 


>99% 



AC. Destination des Rohprodukts 

[0091] Nach vollstandiger Abtrennung von MTBE und weitgehender Entfernung des Isopropanols konnten durch 
fraktionierte Destination 38,4kg (97%) |/?>3-Hydroxy-butansaureethylester mit einer chemischen Reinheit von >99% 
und einer optischen Reinheit von >99% ee erhalten werden. 

Tabelle 6: 



Beispiel 4 


Substrateinsatz: 




39,06 kg (300 Mol) 


Ausbeute: 


97 % 


38.42kg (291 Mol) 


Raum-Zeit-Leistung: 


2B.8 Mol/m 3 h 


691 Mol/m 3 d 


Enzymverbrauch: 


1 ,25 MU 


4 : 3 kU/mol-Produkt 


Coenzymverbrauch : 


6,23 mmol 


17 mg/mol-Produkt 



• Der Wiedereinsatz der extrahierten Wasserphase lieferte konstant hohe Umsatze und Enantiomerenuberschusse. 
45 • Das redestillierte Extraktionslosemittel konnte uneingeschrankt wiedereingesetzt werden. 



50 
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Tabelle 7: 





Beispiel 
3 


Beispiel 4 


Umsatz der Wasserphase bei vermindertem 
Druck 


nein 


ja 


Wiedereinsetzbarkeit des 
Extraktionsldsemittels 


2x 


unbeschrankt 
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Beispiel 5: 

Enzymkatalysierte Herstellung von (S)-2-Hexanol im 4000L MaBstab unter Wiedereinsatz der enzymhaltigen wassri- 
gen Phase 

5 

[0092] Fur die enzymkatalysierte Synthese von (S)-2-Hexanol wurde rekombinanle Alkoholdehydrogenase aus 
Thermoanaerobium spec. (= ADH-T) als Rohextrakt mit einer durchschnitliichen Volumenaktivilal von 545 U/mL und 
als Coenzym p-NADP-Dinatriumsalz (97% chem. Reinheit) eingesetzt. 

10 5A. Erstansatz 

[0093] 



Tabelle 8: 



25 



Substanz 


Menge bzw. Volume n 


Wasser 


. 2960 L 


I NaOH* 


ca. 9.8 kg* 


Phosphorsaure (85%ig) 


17.6 kg 


! MgC12x6H20 


600 g 


iso-Propanol 


800 L 


2-Hexanon 


199.5 kg 


NADP Dinatriumsalz 


160 g 


ADH-T (545U/mL) 


22 L 



*zur EinsteHung von pH 7.0, daher keine exakte Mengenangabe 



30 [0094] Das Gesamtvolumen der wassrigen Mischung betrug ca. 4000L. 

[0095] In einem emaillierten 8000L Kessel mit Ruhrwerk wurde der pH-Wert der Losung von Magnesiumchlorid, 
Phosphorsaure und Wasser durch Zugabe von NaOH auf den Wert 6,5 eingestellt und anschliefBend 2-Hexanon, !so- 
propanol, NADP-Salz und der Enzymrohextrakt zugegeben. Nach Einstellen von pH 7,0 durch Zugabe von NaOH 
wurde das Gemisch auf 30 °C erwarmt. 

35 [0096] Die Mischung wurde so lange geruhrt bis der Umsatz laut GC-Analyse 74% war. 

[0097] Die wassrige Phase wurde zweimal mit n-Heptan (600L und 400L) extrahiert und die extrahierte wassrige 
Phase wurde zum Wiedereinsatz in den Reaktions kessel ruckgefuhrt und unter Vakuum (<100 mbar) und Einblasen 
von Stickstoff fur mehrere Stunden geruhrt. Der organ ische Extrakt wurde zwischengelagert. 

40 5B. Wiedereinsatz der wassrigen Phase 

[0098] Die extrahierte wassrige Losung wurde mit 573L isopropanol und 1 60kg 2-Hexanon versetzt. Der pH wurde 
mit NaOH auf den Wert 7.0, die Temperatur auf 30 °C eingestellt. 

[0099] Die Durchfuhrung der Reaktion erfolgte analog zu Beispiel 5A. Die Mischung wurde so lange geruhrt bis der 
45 Umsatz laut GC-Analyse 70% war. 

[0100] Die anschlieBende Extraktion erfolgte analog zu Beispiel 5A. 

SC. Aufreinigung des Heptanextraktes 

50 [0101] Die vereinigten Heptanextrakte wurden nach dem Auskreisen von Wasser aufkonzentriert und anschlieBend 
fraktionierend destilliert. 
. Dabei konnten insgesamt 216kg (59% d. Th.) (S)-2-Hexanol von >99 %ee erhalten werden. 



11 



W EP 1 568 780 A1 

Tabellen 9+iO (Zusammenf assung der Ergebnisse aus den 



Beispielen 5A bis 5C) : 



Reaktion 


Urosatz (%) 


ee 


Erstansatz (5A) 


74 


>99 %. 


Wiedereinsatz 
(5B) 


70 


>99 % ! 



Destination 
(5C) 


Ausbeute 


% d.Th. 


ee 


(S) -2-Hexanol 


216kg 


59 


>99 % 



Beispiel 6: . 

Enzymkatalysierte Herstellung von (S)-2-Pentanol im 3000L MaBstab 

[0102] Fur die enzymkatalysierte Synthese von (S)-2-Pentanol wurde rekombinante Alkoholdehydrogenase aus 
Thermoanaerobium spec. (= ADH-T) als Rohextrakt mit einer durchschnittlichen Volumenaktivitat von 545 U/mL und 
als Coenzym (3-NADP-Dinatriumsalz (97% chem. Reinheit) eingesetzt. 

6 A. Erstansatz 

[0103] 



Tabelle 11: 



Substanz 


Menge bzw. Volumen 


Wasser 


1200L 


NaOH (aq.,25%w/v)* 


ca. 10L* 


Phosphorsaure (85%ig) 


5 kg 


MgCI 2 x6H 2 0 


183 g 


iso-Propanol 


. 1350 L 


2-Pentanon 


175 kg 


NADP Dinatriumsalz 


106 g 


ADH-T(545U/mL) 


14,7 L 



*zur Einstellung von pH7.0, daher keine exakte Mengenangabe 



[0104] Das Gesamtvolumen der wassrigen Mischung betrug ca. 2700L. In emem emaillierten 5000L Kessel mit Ruhr- 
werk wurde eine Losung von Magnesiumchlorid, Phosphorsaure, Wasser und NaOH von pH 6,5 mit 2-Pentanon, Iso- 
propanol, NADP-Salz und der Enzymrohextrakt-Losung versetzt. Bei pH 7,0 wurde das Gemisch auf 40 °C erwarmt. 
[0105] Die Mischung wurde so lange geruhrt bis der Umsatz laut GC-Analyse 66% war. 

[0106] Die wassrige Phase wurde zweimal mit n-Pentan (1000L und 300L) extrahiert und die extrahierte wassrige 
Phase wurde zum Wiedereinsatz in den Reaktionskessel riickgefuhrt und unter Vakuum (<100 mbar) und Einblasen 
von Stickstoff fur mehrere Stunden geruhrt. Der organische Extrakt wurde zwischengelagert. 



12 



EP1 568 780 A1 



6B. Wiedereinsatz der wassrigen Phase 

[0107] . Die extrahierte wassrige Losung wurde mit 1350L Isopropanol und 1 75kg 2-Pentanon versetzt. Der pH wurde 
mit NaOH auf den Wert 7.0, die Temperatur auf 40 °C eingestellt. 
5 [0108] Die Durchfiihrung der Reaktion erfolgte analog zu Beispiel 6A. 

Die Mischung wurde so iange geruhrl bis der Umsalz laul GC-Analyse 64% war. Die anschlieGende Exlraklion erfolgte 
analog zu Beispiel 6A. 

6C. Aufreinigung des Pentanextraktes 

10 

[0109] Die vereinigten Pentanextrakte wurden nach derri Auskreisen von Wasser aufkonzentriert und anschlieGend 
fraktionierend destilliert. 

[0110] Dabei konnten insgesarnt 208 kg (58% d. Th.) (S)-2-Pentanol von >99 %ee erhalten werden. 

15 

Tabellen 12+13 ( Zusammenf assung der Ergebnisse aus Beispiel 6) : 



Reaktion 


Urosatz (%) 


ee 


Erstansatz (6A) 


66 


>99 % 


Wiedereinsatz (6B) 


64 


>99 % 



Destination (6C) 


Ausbeute 


% d.Th. 


ee 


<S)-2-Pentanol 


208 kg 


58 


>99 % 



30 

Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Herstellung chiraler sekundare Alkohole enthaltend die Schritte 

35 

a) Reduktion einer Ketoverbindung in einem wassrigen Reaktionsmedium, enthaltend Wasser, Reduktions- 
mittel, Alkohol-Dehydrogenase und Coenzym, 

b) Extraktion des gebildeten sekundaren Alkohols mittels einer weitere Phase, enthaltend ein nichtmit Wasser 
mischbares organisches Losemittel, 

c) Abtrennung der zur Extraktion verwendeten Phase und Wiederverwendung des wassrigen Reaktionsme- 
diums in Schritt a). 

45 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Reduktion unter vermindertem Druck durchge- 
fuhrt wird und leicht fluchtige Bestandteile aus dem Reaktionssystem entfernt werden. 

3. Verfahren nach einem odermehreren der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Reduktionsmittel 
Isopropanol eingesetzt wird. 

50 

4. Verfahren nach einem Oder mehreren der Anspruche 1 bis 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Reduktionsmittel 
Ameisensaure oder ein Salz der Ameisensaure eingesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die zur Extraktion 
55 verwendete Phase Methyltertbutylether ist. ■■: - 

6. Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Kontaktzeit 
zwischen wassrigem Reaktionsmedium und organischer Extraktionsphase bei der Extraktion 1 min bis 10 min 



13 



EP1 568 780 A1 



. betragt. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass Alkohol-Dehydro- 
genasen aus Hefe, Pferdeleber, Rhodococcus erythropolis, Thermoanaerobium spec, Lactobacillus kefir Oder 
Lactobacillus brevis eingesetzt werden. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Coenzyme 
NADP, NADPH, NAD, NADH oder deren Salze eingesetzt werden. 

Verfahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass als Ketoverbindun- 
gen prochirale Ketone der allgemeinen Formel (I) 

rV-CtOJ-R 2 (I) 

eingesetzt werden, wobei 

R 1 und R 2 unabhangig voneinander ausgewahlt werden aus der Gruppe enthaltend C 1 -C 20 -Alkyl, C 3 -C 20 -Cycloal- 
kyl, C 5 -C 20 -Aryl, C r C 20 -Heteroaryl, C 2 -C 20 -Alkenyl, C 5 -C 20 -Aralkyl, C 5 -C 20 -Alkylaryl oder R 1 und R 2 zusammen 
einen Ring bilden konnen 

und.R 1 und R 2 gegebenenfalls unabhangig voneinander mit einem oder mehreren Resten 2 substituiert sein kon- 
nen, wobei 

Z ausgewahlt wird aus der Gruppe enthaltend Fluor, Chlor, Brom, lod, -CN, -N0 2 , -NO, -NR 3 OR 3 , -CHO, -S0 3 H, 
-COOH oder -R3 und 

R 3 fur Wasserstoff steht oder die Bedeutung von R 1 haben kann und 

in R 1 und R 2 gegebenenfalls unabhangig voneinander eine oder mehrere Methylengruppen durch gleiche oder 
verschiedene Gruppen Y ersetzt sein konnen, wobei 

Y ausgewahlt wird aus der Gruppe enthaltend -CR 3 =CR 3 -, -C=C-, - C(O)-, -C(0)0- 5 -OC(O)-, -C(0)OC(0)-, -0-, 
-0-0-, -CR 3 =N-, - C (O) -NR 3 -, -N=N-, -NR 3 -NR 3 -, -NR 3 -0-, -NR 3 -, -P (O) (OR 3 ) O-, -OP(O) (R 3 ) 0-, -P (R 3 ) -P 
(O) (R 3 )-, -S-, -S-S-, -S(O)-, -S (0) 2 -, -S (0) NR 3 -, -S(0) (OR 3 ) 0-, -Si (R 3 ) 2 -, -Si (R 3 ) 2 0-, -Si (R 3 ) (OR 3 ) -, -OSi 
(R 3 ) 2 0-, -OSi (R 3 ) 2 -oder -Si (R 3 ) 2 OSi (R 3 ) 2 -. 
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